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論文内容の要旨
本論文は，非天然型化合物であるナイロンオリゴ、マーの分解に関与する酵素を支配する遺伝子 ， nylB と nylC ， の
相補鎖にも，通常では考えられないが遺伝子として機能しうる領域が存在することに着目し，これら遺伝子領域を担
う pOAD2 プラスミドの構造的特徴を知り， 新しい遺伝子， 酵素が発現する可能性について検討した研究成果を
まとめたものである。
緒論では， 本研究の背景を述べるとともに， 本論文の目的とその概要について述べている。
第 l 章では，ナイロンオリゴ、マーの分解に関与する酵素を支配する pOAD2 プラスミドの全塩基配列の決定を行い，
以後の解析の足掛りとしている O
第 2 章では， pOAD 2 プラスミドが持つ特徴の 1 つで、ある 2 つの繰り返し配列 (RS- II と RS- 1) について解析
を行なっている。 2 ケ所に存在する RS-II領域については，それぞれがコードする類似酵素間の関係を明らかにして
いる。 5 ケ所に点在する RS- 1 領域については，これらが完全に同ーの配列であり，また，他の細菌由来の挿入配
列と全く同じ配列であることを示し，この挿入配列の分類，また，他の DNA 領域での分布を調べ， pOAD 2 プラスミ
ドに対する理解を深めている。
第 3 章では， pOAD 2 上に存在する，遺伝子として機能しうる領域の解析を行なっているO これらと既存のデータ
ベースに登録されている遺伝子との進化的関係を調べ， pOAD2 プラスミドの機能領域の分類を行なっているo pOAD2 
上に存在する読み取り枠には，その相補鎖にも遺伝子として機能しうる領域がある場合が多く，このような事象はナ
イロンオリゴマ一分解性遺伝子 nylB ， nylC の場合に限らず，このプラスミドの 1 つの特徴である。また，第 2 章で
述べた挿入配列が下流や上流に位置する読み取り枠を活性化できることを確認し，この挿入配列が新規遺伝子の発生
に関与する可能性を示している。新しい活性を持った酵素の取得は工学的にも重要であり，今回の知見により微生物
の進化工学的利用の一段階を示している O
総括では，本研究で得られた主な成果を要約しているO
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論文審査の結果の要旨
生物進化の過程においては，新しい遺伝子が生まれることにより，新しい能力が獲得されている O このような新し
い遺伝子が発生する可能性を人為的に高めることができれば，有用微生物の育種に大いに貢献すると考えられる。本
論文は，非天然型化合物であるナイロンオリゴマーの分解という，新しく獲得された能力に関与する酵素群を支配す
る pOAD2 プラスミドの全塩基配列を決定し，その構造的特徴を明らかにすることにより，新しい遺伝子が生まれ，
新しい酵素が現れるための要件を考察しているO その主な成果を要約すると以下の通りである O
(1) pOAD 2 プラスミドの全塩基配列を明らかにしている。
(2) pOAD 2 上の 5 ケ所に点在する R8- 1 領域の塩基配列が完全に同一であり，また，他の挿入配列 186100 と全く
同じ配列であることを明らかにし ， 186100 の伝播が比較的近年に起こったことを示している。
(3) pOAD 2 上にコードされている 2 つの類似酵素 EII ， EII' は共に 329 アミノ酸残基からなり， EII が EII' の 100 倍
の、活性を持つが， EII' のアミノ酸配列の中の 2 ケ所を EII型に変えることにより， EII' の活性が 100 倍上昇しうるこ
とを明らかにしている。
(4) pOAD 2 上の終止コドンが存在しない領域 (N8F) と既存のデータベースに登録されている遺伝子との相向性解
析を行い，本プラスミドの機能領域を推定しているO さらに， 本プラスミド上に多数存在する相向性を持たない
N8F が，新しい遺伝子になる可能性について論じている O
以上のように，本論文は酵素進化に関する重要な'情報を持つ pOAD2 プラスミドの構造的特徴を明らかにしたもの
で，微生物育種，酵素進化工学の発展に寄与するところが大き ~\o
よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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